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摘要 目的 :外 源 RNA 导入 细胞 特异 性 上 调 或 下 调 基 因 表 达 , 目 前 外 源 RNA 的 制备 方法 主要 有 
化 学 合成 、 体 外 转录 、 细 胞 提取 。Alu DNA 和 Alu RNA 是 人 基因 组 和 转录 组 中 最 重要 的 成 分 , 参 
与 基因 表达 调节 。 建 立 工程 菌 制备 基因 工程 人 源 Alu RNA (Alu RNA) 的 技术 ,所 提取 的 RNA 满 


__ 足 一 般 生物 学 实验 要 求 。 方 法 和 结果 :将 人 Alu 序列 插入 pET-28a 质粒 (pET) ,转化 BL-21 菌 , 探 
三 讨 不 同 条 件 对 Alu RNA 产生 的 影响 。 用 pET-Alu x8 质粒 转化 BMBL-21( DE3) 感受 态 细胞 ( 简称 
CODES) , 异 两 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 普 (IPTG ) 诱导 减弱 细菌 生长 ;用 IPTG 诱导 2h、4h、6h、8h、10h、 
CÓI2h.,14h 和 16h ,用 Northern 杂交 检测 Alu RNA 的 量 , 发 现 诱导 4 小 时 RNA 产量 最 高 ;1 2.4.8.14 
C Hr JUS Alu 序列 插入 pET, 转 化 DE3 菌 , 随 拷贝 数 增加 Alu RNA 产量 上 升 ;pET-Alu x8 DE3 ik, 
、" 不 加 IPTG 诱导 ,没有 Alu RNA 产生 ,0.1 ~0.4mg/ml IPTG 诱导 时 ,Alu RNA 产量 没有 区 别 ,偏离 
@@ 该 浓度 时 ,RNA 产量 略 下 降 ;34% 370C 和 40% 培养 pET-Alu x 8 DE3 Aix, IPTC 诱导 4h, 在 37%C 
| “培养 条 件 下 ,RNA 产量 最 高 ;将 pET-Alu x 8 质粒 转化 3 种 BL-21 感受 态 细胞 ,包括 DE3 BMBL21- 
CDE3-pLyss( 简称 pLysS) fe Trans BL 21( ff 4k TransBL) ,发 现 转化 DE3 感受 态 细胞 后 Alu RNA 产 
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结论 :建立 了 基因 工程 制备 Alu RNA 的 技术 :pET-Alu x 14 质粒 转化 DE3 18,3770 培养 


.一 至 600nm OD 为 1.0 时 ,加 入 终 浓度 为 0.2mg/ml 的 IPTC 诱导 4h, 获 得 最 高 Alu RNA 产量 , 纯 Alu 
PSRNA 在 提取 的 RNA 中 的 含量 达 15.8% ,每 100ml 菌 液 纯 Alu RNA 产量 平均 为 0.46mg。 


CAR 基因 工程 RNA Alu RNA IPTG 诱导 
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RNA 作为 基因 表达 调节 的 重要 因素 越 来 越 引 起 人 
们 的 重视 1。 已 经 证 明 RNA 能 上 调 或 下 调 基因 表达 ， 
参与 基因 表达 调节 的 RNA 有 microRNA’? 、 小 激活 
RNA ( small activating RNA, saRNA ) ^5! 、 非 编码 RNA 
(non-coding RNA ,ncRNA) 1 等。 细胞 中 的 RNA 可 以 
由 细胞 中 的 DNA (基因 组 DNA 或 转 染 的 质粒 等 ) 转录 
产生 ,也 可 以 由 外 源 导 入 5 。 获 得 外 源 导 入 RNA( 外 
源 RNA) 的 方法 有 RNA 合成 仪 合成 ”体外 转录 "和 
从 细胞 中 提取 '" o Alu 是 人 基因 组 中 最 重要 的 非 编码 
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BL21 ( DE3 ) 感受 态 细 胞 


序列 , 占 人 基因 组 的 10% 7777 , Alu 序列 影响 基因 表 
ik 7^, Alu 家 族 是 灵 长 类 基因 组 特有 的 含量 丰富 的 
短 散 在 重复 序列 (short interspersed elements , SINEs ) ,在 
人 基因 组 中 的 捞 贝 数 已 经 达到 了 100 万 ,在 所 有 已 知 
的 基因 内 含 子 中 几乎 都 发 现 了 Alu 序列 。 这 一 基因 家 
族 曾 被 认为 是 垃圾 序列 ,但 随 着 研究 的 深入 ,Alu 在 基 
因 调 控 表 达 网 络 中 的 功能 逐渐 被 发 现 ,Alu 与 人 类 的 疾 
病 密切 相关 ,Alu 元 件 的 插入 、 删 除 和 重组 导致 了 许多 
先天 性 遗传 疾病 和 癌症 ,并 且 可 能 影响 人 类 衰老 ,在 人 
类 多 样 性 中 也 发 挥 重 要 作用 。 目 前 ,对 于 Alu 序列 的 功 
能 了 解 得 还 不 透彻 ,推测 主要 参与 基因 调控 、 基 因 重 
HE CpG 甲 基 化 .hnRNA 选择 性 剪 切 、 结 合 转录 因子 和 
激素 等 。 本 文 用 Alu RNA 为 例 建 立 用 基因 工程 菌 制备 
AW Alu RNA ( Alu RNA) 的 方法 ,该 方法 也 适 于 制备 其 
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他 人 源 RNA。 制 备 的 人 源 RNA 可 用 于 细胞 学 实验 。 
1 材料 与 方法 


1.1 主要 试剂 和 耗材 

pET-28a 质粒 为 本 研究 室 保 存 ;尼龙 转移 腊 
( Positively CHGD. Nylon transfer membrane, 英国 GE 
Healthcare 公司 ); BB Fi K- A 46 Wy B ( avidin- 
peroxidase , 武汉 博士 德 生 物 ); 生 物 素 标记 dUTP 
( biotin-16-dUTP , 瑞士 罗氏 生物 科技 公司 ) ; BMBI21- 
DE3 ( fij f DE3) , BMBI21-DE3-pLysS ( pLysS ) 和 Trans 
BL 21 (TransBL) 感 受 态 细胞 (北京 博 迈 德 生 物 ) ; 羔 根 
酶 化 学 发 光 液 (美国 Life Technologies 公司 ) ; Hind Ill fl 
Nhe | 等 限制 酶 (大 连 TaKaRa 公司 );T4 DNA 连接 酶 
(T4 DNA Ligase, Thermo Scientific 公司 ); DNase I 
( RNase free , Thermo Scientific 公司 ) ; RNase A ( Solarbio 
Sal ; RNase 抑制 剂 (RNase inhibitor, Thermo Scientific 
CED) ; 鱼 精 DNA (Solarbio 公司 ) ; 质粒 小 提 试 剂 盒 ( 北 
XCTlangen 生物 公司 ) ; 异 两 基 硫 代 半 乳 糖 音 (IPTG， 
Shlarbio 公司 ) ;封闭 专用 脱脂 奶粉 (北京 普 利 莱 基因 技 
书 公司 ) 。 
DE 实 验方 法 
Zul pET-Alu 质粒 构建 ”本 研究 室 在 以 往 的 研究 中 
已 经 成 功 构建 了 Cl-Alu x1as( 将 1 拷贝 的 Alu 元 件 反 
[YALA pECFP-C1 质粒 的 EGFP 基因 下 游 构建 而 成 ) 、 
CleAlu x2as .C1-Alu x4as Cl-Alu x 8as .C1-Alu x 14as 
Whe. J Hind IURI Nhe 工分 别 酶 切 这 些 CI 衍生 质 
粒 $L% 琢 脂 糖 电泳 , 切 胶 , 分 离 插入 片段 。pET-28a 用 
Hike ML #1 Nhe 工 酶 切 ,电泳 , 切 胶 分 离 质粒 片段 。 将 所 
入 片段 和 pET 质粒 片段 用 T4 DNA 连接 酶 连接 ,将 构建 
的 质粒 转化 DH5a 大 肠 杆菌 感受 态 , 按 常规 方法 涂 平 
板 . 提 质粒 、 酶 切 和 测序 鉴定 , 即 构建 成 pET-Alu x 1, 
pET-Alu x 2, pET-Alu x 4, pET-Alu x 8, pET-Alu x 14 
1.2.2 BL21 转化 及 IPTG 诱导 本 文中 使 用 了 3 种 
BL21 大 肠 杆菌 ( DE3 、pLysS 和 TransBL ) ,它们 的 感受 
态 细胞 用 pET 或 pET-Alu 质粒 热 激 法 转化 , 涂 平 板 , 提 
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具体 方法 简 述 如 下 :10ml 菌 液 离 心 后 ,在 沉淀 中 加 入 
2% SDS-0. 15mol NaCI 2ml, 再 加 水 饱和 酚 1ml, 60°C 
30min ,冷却 后 加 氯仿 0. Sml ,离心 取 上 清 液 ,加 3 倍 体 
积 无 水 乙醇 ,4% 沉 淀 30min,12 000r/min 离心 ,75% Z 
醇 洗 沉 淀 2 次 ,加 上 清 液 1/10 体积 的 DNase I (AY RE 
0. SU/ml) -RNase 抑制 剂 ( 终 浓度 0. 5U/ml ) 消化 残存 
的 DNA ,获得 无 DNA 污染 的 Alu RNA。 为 了 检测 所 获 
得 的 RNA 是 否 含有 DNA 污染 ,在 DNase I 消化 的 基础 
上 用 RNase A( 终 浓度 100pg/ml) 消化 。 提 取 的 Alu 
RNA 用 Northern 杂交 进行 检测 。 
1.2.4 Northern 检测 Alu RNA — Immol/L 的 dATP, 
dCTP dGTP 等 量 混 合 , 1mmol/L dTTP 的 加 入 量 为 
dATP 的 2/3, Immol/L Biotin-16-dUTP 的 加 入 量 为 
dATP 的 1/3 ,配制 出 0. 25 mmol/L Biotin-dNTP。 用 C1- 
Alu x 8 质粒 作为 模板 ,Alul40F 作为 上 游 引物 (5 GTG 
GTG GCG GGT GCC TGT AG) ,AluR 作为 下 游 引物 (5 
TGA GAC GGA GTC TCG CTG TG) , 扩 增 Alu 序列 的 
140bp 片段 ,PCR 反应 液 中 含有 终 浓 度 为 0. 1mmol/L 
的 Biotin-dNTP , PCR 反应 液 中 的 其 他 成 分 为 常规 组 成 。 
PCR 循环 条 件 :94% 30s ,50%C 30s,72% lmin,30 个 循 
环 。 即 制备 出 Biotin 标记 的 Alu 探 针 。 

Alu RNA 经 甲醛 变性 胶 电泳 后 转 尼 龙 膜 … ,用 次 
甲 基 蓝 染色 , 预 杂 交 液 ( 含 1% 脱脂 专用 奶粉 ,10mg/ml 
鱼 精 DNA) 封 闭 , 换 为 杂交 液 ( 预 杂 交 液 中 加 入 Biotin 
标记 的 Alu 探 针 ) ,于 HL-2000 HybriLinker 杂交 炉 中 ， 
42C 旋转 杂交 过 夜 。 冲 洗 后 ,加 入 1:200 稀释 的 卵 白 
素 - 过 氧化 物 酶 , 摇 床 反应 1h, 冲洗 后 加 入 辣 根 酶 化 学 
发 光 液 ,伯乐 成 像 分 析 系 统 ( ChemiDoc"" Touch, Bio- 
RAD 人 公司) 照相。 用 Gel-Pro-analyzer 软件 分 析 积 分 光 
密度 (IOD ) 值 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 表达 载体 构建 及 酶 切 鉴定 
Hind M/Nhe 工 酶 切 Cl-Alu x las, Cl-Alu x 2as、 
C1-Alu x4as、 Cl1-Alu x8as,Cl-Alu x 14as 质粒 ,1% FAG 


质粒 , 酶 切 鉴定 , 选 正 确 质粒 转化 菌 , 摇 菌 用 LB- 卡 那 霉 
素 ( 终 浓度 30pg/ml) 培养 至 600nm OD 值 为 0, 加 入 
IPTG( 终 浓度 0. 2mg/ml ) ,37% 继续 摇 菌 4h。 改 变 
IPTG 浓度 ,改变 摇 菌 时 间 , 培 养 温 度 等 条 件 在 文中 
注 明 。 

1.2.3 Alu RNA 制备 “用 热 酚 法 制备 Alu RNA "= 


糖 电泳 , 切 胶 分 离 小 片段 ,插入 Hind M/Nhe 工 酶 切 的 
pET 质粒 ,获得 pET-Alu x 1 1E (fij f pET-Alu x 1), 
pET-Alu x 2,pET-Alu x 4, pET-Alu x 8, pET-Alu x 14 Jot 
粒 。 插 入 位 置 示意 图 见 图 las Hind WL/Nhe 工 酶 切 电 
ik EB 染色 图 见 图 lb , 酶 切 电泳 结果 符合 预计 结果 。 
2.2 IPTG 诱导 和 不 诱导 细菌 生长 曲线 

pET-Alu x8 DE3 菌 、pET DE3 菌 .DE3 菌 , 共 3 种 
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Alux1, Alux2, Alux4, Alux8, Alux14 


T7 promoter 


pET-28a(+) 
(5 369bp) y 


1 质粒 构建 和 酶 切 鉴 定 示意 
Fig.1 The diagrammatic sketch of plasmid 


07.00833v1 


construction and enzyme digestion 
(b) Agarose gel 
lane 1; pET- 
1; lane 2; pET-Alu x2; lane 3; pET-Alu x4; lane 4; pET- 
Alux 8 ;lane 5; pET-Alu x 14; lane 6; Marker 


(39. Schematic diagram of plasmid construction 


electrophoresis images of plasmids being digested 


HE ea Je I 600nm OD =1. 0, 不 加 IPTG 或 加 
IPTG, XE 1h 2h 3h 4h ,5h 7h 9h ,分 别 取出 工 份 测定 
600mm OD 值 。 发 现 3 种 菌 不 加 IPTG 诱导 ,0D 值 在 2.6 

井 人 平台 期 ;加 IPTG 诱导 ,pET-Alu x8 DE3 菌 、pET 
DE3 fate 1.3 左右 进入 平台 期 ,说 明 IPTG 抑制 该 2 Ph 
的 生长 ,加 IPTG 对 DE3 菌 生长 影响 不 大 (图 2)。 
2.3 IPTG 诱导 时 间 的 作用 

pET-Alu x8 DE3 菌 在 37% 培养 至 600nm OD 值 为 
1.0 时 ,加 IPTG 0. 2mg/ml 诱导 2h 4h.6h 8h 10h 12h, 
14h,16h, 提取 RNA 进行 Northern 检测 , 发现 2 ~4h 
RNA 表达 达到 高 峰 ,8 ~ 14h 维持 在 相对 恒定 的 低 水 
平 ,16h 时 RNA 表达 明显 下 降 (图 3a) ,图 3b 是 次 甲 基 
蓝 染色 显示 的 上 样 RNA Œo JH Gel-Pro-analyzer 分 析 
软件 计算 图 3a 中 每 一 个 泳 道 的 条 带 积 分 光 密 度 
(CIOD) ,所 得 结果 如 图 3c 所 示 。 
2.4 IPTG 浓度 对 RNA 产量 的 影响 

pET-Alu x 8 DE3 PAK, ADM IPTC 诱导 ,没有 Alu 
RNA 产生 (图 4 泳 道 1) ,0.1 ~0.4mg/ml IPTG 诱导 时 ， 


-a- DE3 无 IPTG 诱导 
下 pET DE3 无 IPTG 诱导 
一 pET-Alux8 DE3 无 IPTG 诱导 


35, -e- DE3 fill IPTC 诱导 
— pET DE3 Jil IPTG 诱导 
3| —- pET-Alux8 DE3 加 IPTG 诱导 


HE 600nm 时 的 OD 1È 


时 间 (h) 


图 2 IPTG 诱导 对 菌 体 生长 的 影响 
Fig.2 Effects of IPTG induction on growth of bacteria 


Alu RNA 产量 没有 区 别 ,偏离 该 浓度 时 ,RNA 产量 略 下 
降 ( 图 4)。 
2.5 插入 Alu 拷贝 数 的 作用 

pET-Alu x 1 DE3 fij, pET-Alu x 2 DE3 W, pET- 
Alu x 4,pET-Alu x 8 DE3 fij ,pET-Alu x 14 DE3 fa, OD 
1.0 时 加 IPTG 诱导 4h ,提取 RNA Northern 检测 , BA Alu 
找 贝 数 的 增加 ,Alu RNA 产量 上 升 ( 图 Sa) ,图 Sb 是 次 
甲 基 蓝 染色 显示 的 上 样 RNA 量 。 图 Sc 是 根据 图 5a 绘 
制 的 杂交 信号 强度 图 。 
2.6 工程 菌 的 培养 温度 对 RNA 产量 的 影响 

pET-Alu x8 DE3 菌 在 37% 培养 至 600nm OD 值 为 
1.0 时 ,加 入 终 浓 度 为 0.2mg/ml 的 IPTG 于 34°C 37°C 
FU 40°C BE FE 4h ,提取 RNA, Northern 杂交 结果 和 次 甲 基 
蓝 染 色 结 果 见 图 6a 和 图 6b; 图 6c 为 图 6a 的 软件 分 析 
IOD 结果 。 显 示 ,37% 培养 Alu RNA 产量 最 大 ( 泳 道 
1) ,其 次 为 34C 培 养 ( 泳 道 2) ,40% 培养 几乎 没有 Alu 
RNA 产生 ( 泳 道 3) 。 
2.7 宿主 菌 类 型 对 RNA 产量 的 影响 
pET-Alu x 8TransBL 菌 pET-Alu x 8 DE3 菌 和 PET- 
Alu x 8pLysS 菌 ,分 别 培养 到 600nm OD 值 为 1.0, 加 入 
终 浓 度 为 0. 2mg/ml 的 IPTG, F 37°C 培养 4h, 提取 
RNA, Northern 杂交 结果 和 次 甲 基 蓝 染色 结果 见 图 7a、 
b; 图 7c 为 图 7a 的 软件 分 析 IOD 结果 。 显 示 ， 
pET-Alu x8 DE3 菌 Alu RNA 产量 最 大 ( 泳 道 2) ,其 次 
为 pET-Alu x 8pLysS 菌 ( 泳 道 3 ) , pET-Alu x 8TransBL 
菌 没有 Alu RNA 产生 ( 泳 道 1)。 
2.8 DNA 酶 和 RNA 酶 消化 Alu RNA 


pET-Alu x8 DE3 菌 IPTG 诱导 , 热 酚 法 提取 RNA, 
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CU 图 3 IPTG 诱导 时 间 对 Alu RNA 产量 的 影响 
— Fig.3 Effect of IPTG induction time 
on the yield of Alu RNA 


(a) The results of northern blotting after different time induced by 


IPTG (b) Dyeing results of methylene blue (c) IOD values of 


each lane of the northern blotting results ( means of three 


independent experiments ) 


DNase I 消化 去 除 残 存 的 DNA ( Al 8a, KG 1) ,不 用 
DNase I 消化 (图 8a, ik ii 2) , DNase I ll RNase A 1H 
化 ,去 除 残 存 的 DNA AI RNA (RI 8a, kič 3) ,然后 做 
Northern 杂交 检测 Alu RNA ,结果 见 图 8。 泳 道 1 和 泳 
道 2 的 IOD 值 没有 明显 的 区 别 , 说 明 热 酚 法 提取 的 
RNA 中 质粒 DNA 所 造成 的 探 针 杂交 信号 不 起 主要 作 
用 。 泳 道 3 没有 杂交 信号 ,说 明 RNA 在 杂交 信号 出 现 
中 起 主要 作用 。 
2.9 Alu RNA 产量 的 估算 

因为 pET-Alu x 14 DE3 菌 的 Alu RNA 产量 最 高 
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(b) 


4 IPTG 浓度 对 Alu RNA 产量 的 影响 
Fig.4 Effects of IPTG concentrations 
on yield of Alu RNA 
(a) Northern detection results after 4 hours induction by different 


concentrations of IPTG (b) Dyeing results of methylene blue 


(El 5 , 泳 道 6) ,因此 用 pET-Alu x 14 DE3 茵 进行 实验 ， 
对 Alu RNA 的 产量 进行 估算 。 将 菌 体 培 养 至 0D (RON 
1.0 时 加 入 0.2mg/ml IPTG ,37% 培养 4h ,提取 RNA ,6 
次 实验 每 100ml Pal HE XX RU RNA 产量 为 (2. 94 + 
0. 59) mg, RNA 经 Northern 检测 ,同时 以 正 向 Alu 单 链 
DNA 作为 参照 ( 称 为 参照 Alu) ,RNA 上 样 量 Sng/ 孔 ， 
Alu 参照 0.2ng/ 孔 ,图 9a 显示 Northern 杂交 结果 ,图 
9b 是 两 个 泳 道 的 IOD 值 。Alu RNA 和 孔 的 信号 强度 是 
DNA 信号 强度 的 3.95 倍 。 如 果 和 忽略 RNA 和 DNA 结 
合 能 力 的 差异 ,那么 所 制备 的 Alu RNA 中 有 15. 896 属 
于 纯 Alu RNA, Zli Alu RNA 在 所 提取 的 Alu RNA 中 所 
占 比 例 的 计算 步骤 如 下 :参照 Alu pg 数 ( 本 文 为 0. 
2ug) x (Alu RNA 泳 道 的 IOD 值 /参照 Alu 的 IOD fü) 
=Alu RNA 泳 道中 的 纯 Alu RNA 的 ng 数 ;( 纯 Alu 
RNA pg/ Alu RNA 上 样 量 pg) x100% = Ali Alu RNA 在 
所 提取 Alu RNA 中 所 占 的 比例 。 每 100ml 菌 液 可 提取 
2.94mg RNA ,其 中 Alu RNA 的 含量 占 15. 896 ,那么 每 
100ml 菌 液 纯 Alu RNA 产量 平均 为 0.46mg。 
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2h Alu RNA 产量 的 影响 
C^) 4000 Fig.6 Effects of culture temperature of pET-Alu x8 
OO 2000 B DE3 bacteria on production amount of Alu RNA 
© 0 7 a 7 (a) The results of Northern blotting pET-Alu x 8 DE3 bacteria 
e = ty 由 N 

A a x QU * SS were cultured at 34°C , 37°C or 40°C and then were induced by IPTG 

Nn A SV nd 
© v 7 $ $ S for 4 hours, we found Alu RNA production was the highest under the 
N (c) 37° cultivation (b) Dyeing result of methylene blue (c) IOD 
= 5 Alu 拷贝 数 对 Alu RNA 产生 的 影响 values of each lane of the northern blotting results (means of three 
e . independent experiments) — * ; The Alu RNA yield was the highest 
C  Fig.5 Effect of copy number of Alus on 

mmu under the 37°C cultivation and was significantly higher than that of 


> Alu RNA production 
other culture temperature 
a); The results of northern detection 1,2, 4, 8 or 14 copies of 


‘Neg iements were inserted into the pET plasmid to construct pET- 体外 转录 和 从 细胞 中 提取 "| 。BL-21 大 肠 杆菌 属于 
Alit plasmids that were transformed into DE3 bacteria, the northern 缺陷 型 细菌 . 适 当 质 粒 转化 后 ,经 IPTG 诱导 能 产生 大 
量 基因 工程 蛋白 ,是 产生 基因 工程 蛋白 的 常用 菌 。 
本 文中 ,建立 用 BL21 大 肠 杆菌 基因 工程 方法 制备 人 


PleEresults showed that Alu RNA production amount increased with 


in| 


the ‘increase of Alu copy number (b) Dyeing result of methylene 


blue (c) IOD values of each lane of the northern blotting results 


(means of three independent experiments — s. The Alu RNA yield W Alu RNA 的 方法 ,制备 出 的 RNA 作为 外 源 RNA 用 
of pET-Alu 14 plasmid was significantly higher than that of other 于 生物 学 实验 。 

plasmids DE3 菌 、pET-DF3 [aj pET-Alu x 8-DE3 iH LB- 卡 

那 霉 素 培养 基 培养 ,不 加 IPTG 诱导 , 菌 液 600nm OD 值 

3 i it 292.8 时 达到 平台 值 。 三 种 菌 分 别 用 IPTC 诱导 后 ， 


DE3 菌 的 生长 曲线 与 没有 诱导 的 类 似 ;pPET-DE3 菌 、 
外 源 RNA 有 调节 基因 表达 作用 ””。Elbashir 。 ppT-Alu x 8-DE3 菌 在 OD 值 为 1.3 左右 时 达到 平台 


等 "证明 合成 的 siRNA. 转 染 进入 培养 的 人 细胞 后 ,能 期 。pET-DE3 菌 和 pET-Alu x 8-DE3 菌 在 不 加 IPTG 


进入 RNA 诱导 沉默 复合 体 , 降 解 靶 mRNA 进而 沉默 基 ”时 ,不 降低 细菌 的 生长 ,加 入 IPTG 后 降低 细菌 生长 ; 
因 表达 。 本 实验 室 最 近 的 研究 发 现 ,从 细胞 中 提取 的 。 DE3 BAHN IPTG 和 不 加 IPTG 细菌 生长 曲线 类 似 ( 图 
外 源 性 肝 RNA 能 诱导 小 鼠 成 纤维 细胞 白 蛋 白 基因 的 2), 说 明 单纯 IPTG 不 影响 细菌 的 生长 ,IPTG 和 pET 
DNase 工 消化 敏感 性 上 升 ,提示 外 源 RNA 有 改变 染色 质粒 联 用 才能 降低 细菌 生长 ;pET 和 pET-Alu x 8 质粒 
质 构象 的 作用 ”。 转化 加 IPTG 均 降低 细菌 生长 ,说 明 降低 细菌 生长 的 原 
外 源 RNA 的 获得 途径 包括 :RNA 合成 仪 合成 ”、 ARER Alu 序列 ,而 是 pET 质粒 的 原因 。 
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Northern blotting showed that Alu RNA production was the highest * rd 
when using pET-Alu x8 DE3 (b) Dyeing results of methylene blue S i 
c) 
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( ns of three independent experiments) * ; The Alu RNA yield 图 8 DNA 酶 和 RNA 酶 消化 的 影响 
was-the highest using DE3 engineering bacteria and was significantly Fig.8 Effects of digestion of DNA 
or than that of other bacteria ( P «0.01) enzyme and RNA enzyme 


(a) The result of northern detection RNA was extracted from pET- 


[24] 3 4 E + 
张 树 军 等 á 证 明 YfiF 融合 蛋白 质 在 IPTG 诱导 9h Alu x8 DE3 bacteria induced by IPTG and digested with DNase I 
时 和 蛋白质 产量 达到 高 峰 ,llh 和 9h 的 表达 量 类 似 。 本 (lane 1) , without DNase Į (lane 2) , or with DNase I plus RNase 
文 证 明 IPTG 诱导 4h Alu RNA 产量 达到 高 峰 ,8h 以 后 A (lane 3). RNA was detected using Northern blotting 


显著 降低 ， 这 可 能 是 因为 RNA 容易 降解 E: 白质 更 容易 (b) Dyeing results of methylene blue (c) IOD values of each lane 
积累 的 缘故 张 树 军 等 2 用 终 浓度 为 0.1 ~ lmmolL 的 of the northern blotting results ( means of three independent 
IPTG 诱导 工程 菌 ,测定 YfiF 融合 蛋 白质 , 发 现 提高 experiments ) * : The Alu RNA yield of pET-Alu 8 DNase I 


digestion and pET-Alu 8 without DNase [ digestion was significantly 
higher than that of pET-Alu 8 DNase | plus RNase A digestion ( P < 
0.01) 


IPTG 浓度 没有 增加 蛋白质 表 达 量 。 本 文中 用 终 浓度 为 
0.05 ~ 1. 6mg/ml (0. 21 ~ 6. 72mmol/L) 的 IPTG 诱导 
pET-Alu x 8-DE3 菌 ,发 现 0.1 ~ 0. 4mg/ml (0. 42 ~ 
1. 68mmol/L) 的 诱导 效率 较 高 ,偏离 该 范围 诱导 量 略 有 的 结构 ,不 适合 通过 增加 基因 拷贝 数 提高 诱导 量 。 本 
下 降 ( 图 4)。 文 的 结果 显示 , 随 Alu 拷贝 数 增加 Alu RNA 的 诱导 量 
改变 串联 Alu 拷贝 数 增加 RNA 量 是 本 文 的 独特 设 。 明显 上 升 (图 5) ,pET-Alu x14-DE3 fir Alu RNA 的 表 
计 。 因 为 产生 基因 工程 蛋白 质 需 要 考虑 基因 的 读 码 达 量 是 pET-Alu x8-DE3 WINY 2 fir. 

框 , 此 外 还 要 考虑 5 上游 非 编码 区 和 3' 下 游 非 编 码 区 本 文中 使 用 三 种 不 同 基 因 型 的 BI21 菌 作为 宿主 
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9 对 Alu RNA 的 产 


量 进行 估算 
Fig.9 The estimation of production 


amount of Alu RNA 


(a). The results of northern detection. RNA was extracted from pET- 


Y Bx 14 DE3 bacteria induced by IPTG and digested with DNase | . 
NA digested with DNase Į was loaded in lane 1, 0. 2ug 
(b) IOD values of each lane of 


nce Alu was loaded in lane 2 


orthem blotting results ( means of three independent 


JDE3 适合 于 pET 衍生 质粒 无 毒性 基因 工程 蛋白 质 
ds. pLysS 适合 于 pET 衍生 质粒 有 毒性 基因 工程 蛋 
FRU de s ,TransBL 不 适合 pET 衍生 质粒 的 基因 工程 
EPIR ERIH pET-Alu x 8-DE3 HAI pET- 
Ale 2 8-pLys5 菌 在 IPTG 诱导 的 情况 下 均 能 产生 Alu 
,其 中 pET-Alu x 8-DE3 菌 产量 较 高 (图 7)。 
为 了 证 明 Alu RNA 诱导 的 特异 性 ,本 文 使 用 pET- 
AITZ 8-TransBL 菌株 进行 IPTG 诱导 实验 ,发 现 没 有 
Ala RNA 的 产生 (图 7 泳 道 1) ,说 明 仅 有 质粒 而 没有 合 
适 的 宿主 菌 ,不 能 诱导 Alu RNA 的 产生 。pET-Alu x 8- 
DE3 菌 如 果 不 用 IPTG 诱导 也 不 会 产生 Alu RNA( 图 4 
泳 道 1) ,说 明 IPTG 诱导 对 于 Alu RNA 的 产生 是 必要 
的 。pET 质粒 插入 序列 转录 需要 T7 RNA 聚合 酶 ,该 聚 
合 酶 属于 IPTC 诱导 型 。DE3 和 pLysS 菌 中 含有 IPTG 
诱导 型 的 T7 RNA 聚合 酶 ，TransBL 菌 不 含有 IPTG 诱 
导 型 的 T7 RNA 聚合 酶 。pET-Alu x 8-DE3 菌 不 加 IPTG 
则 不 产生 T7 RNA RANE, Alu RNA 诱导 为 阴性 ,pET- 
Alu x 8-TransBL fa Jill IPTG 也 不 能 产生 Alu RNA ,这 说 
明 本 实验 Alu RNA 诱导 的 特异 性 。 Tr IPTG if 
导 才 能 使 基因 工程 菌 产生 Alu RNA ,这 与 基因 工程 蛋白 
质 诱 导 的 结果 类 似 ” 。 
为 了 检测 DNA 和 RNA 在 Northern 杂交 信号 中 的 
作用 ,本 文中 进行 了 核酸 酶 消化 实验 。DNase I 消化 与 


Chinay need 


不 消化 的 比较 ,杂交 信和 号 区 别 不 显著 (图 8 DG. Lvs vk 
道 2) ,说 明 DNA 污染 在 Northem 杂交 信号 强度 上 所 起 
的 作用 不 大 ;于 DNase E 消化 的 基础 上 再 用 RNase A 消 
化 ,完全 失去 杂交 信号 (图 8 DR 3) ,说 明 检测 到 的 厅 
交 信号 属于 RNA, 
本 文 Northern 实验 中 所 用 的 Alu RNA 采用 热 酚 法 
提取 ,Alu RNA 以 小 片段 为 主 。 用 Gel-Pro-analyzer 和 
伯乐 分 子 质量 分 析 系 统 检测 ,以 23S rRNA (2 900nt ) 与 
16S rRNA(1 540nt) 作为 分 子 质 量 参照 , Alu RNA 集中 
在 600bp 左右 。Northern 印记 膜 次 甲 基 蓝 染色 显示 235 
rRNA 与 16S rRNA 的 比例 大 约 是 2:1( 图 3b) ,说 明 热 
酚 法 提取 的 RNA 并 未 降解 ,因此 提取 的 Alu RNA 中 以 
小 片段 为 主 ,不 是 提取 过 程 中 Alu RNA 降解 的 缘故 。 
本 文中 用 Alu 单 链 DNA 作为 参照 对 提取 的 Alu 
RNA 进行 了 定量 检测 。 如 果 和 忽略 DNA 单 链 和 RNA 单 
链 与 探 针 林 交 信 号 的 差异 ,那么 DNA 的 杂交 信号 强度 
就 能 反应 RNA 的 杂交 信号 强度 。 上 样 总 RNA 为 每 孔 
Spe, HE Alu DNA 的 量 为 每 孔 0.2pg。Alu x14 RNA 
的 信号 强度 是 Alu 参照 的 3.95 倍 ( 图 9)。 所 以 5pg 上 
样 量 中 约 含 有 0.79ng Alu RNA, Alu RNA 约 占 总 RNA 
的 15. 8%。 细 菌 总 RNA 中 以 rRNA Jy x, 其 次 为 
tRNA ,本 文中 使 用 T7 启动 子 , IPTG 诱导 ,使 纯 Alu 
RNA 达到 总 RNA 的 15. 8% ,每 100ml 菌 液 可 产生 纯 
Alu RNA 0. 46mg。 综 上 me 本 文 建立 了 制备 基因 工 
程 人 源 Alu RNA 的 技术 。 今 后 的 工作 设想 是 使 用 亲 和 
层 析 技术 进一步 提高 Alu RNA 的 纯度 。 
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Construction and Expression of Engineering Bacteria 
Producing Humanized Alu RNA 


YIN Shu-xian! ZHAO Yue-hua! LIU Chao! LV Zhan-jun? WANG Xiu-fang 
(1 School of Stomatology, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China) 
(2 Department of Genetics, Hebei Medical University, Hebei Key Lab of Laboratory Animal, Shijiazhuang 050017, China) 


Abstract Objective; Exogenous RNAs can specifically up-regulate or down-regulate gene expression after 
they enter into cells. The preparation methods of exogenous RNAs mainly include chemical synthesis, in vitro 
transcription and extraction from cells. Alu DNA and Alu RNA are the main constituents of human genome and 
transcriptome and participate in gene expression regulation. The technology method of preparing genetically 
engineered humanized Alu RNA ( Alu RNA) from engineering bacteria was established. The extracted RNAs 
using this technology method can satisfy the requirement of general biology experiments. Methods and results: 
Différent copies of human Alu elements were inserted into pET-28a plasmid ( pET) to construct pET-Alu 
plasinids that were transformed into BL-21 bacteria. The effects of different conditions on the Alu RNA production 
were. explored. Isopropylthio-B-d-galactoside (IPTG) induction inhibited transformed bacterial growth after 
BMBL-21 (DE3) competent cells ( DE3 cells) were transformed by pET-Alu x8 plasmid (8 copies of Alus were 
inserted into pET) ; Northern blotting was used to detect the amount of Alu RNA after 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 
and=l6 hours inducing with IPTG. The results showed that the amount of Alu RNA was highest at 4 hours; 1, 2, 
4€ 8 or 14 copies of Alu elements were inserted into the pET to construct pET-Alu plasmids that were transformed 
into*DE3 bacteria, the Northern blotting results showed that Alu RNA production amount increased with the 
inefease of Alu copy number; pET-Alu x8 DE3 bacteria did not produce Alu RNA without IPTG induction, Alu 
RNA production kept similar when inducing by 0. 1mg/ml to 0. 4mg/ml IPTG induction, however, Alu RNA 
production slightly decreased if deviating from the above concentration range; pET-Alu x 8 DE3 bacteria were 
cultured at 34°C , 37°C or 40°C and then were induced by IPTG for 4 hours, the results showed that, under the 
condition of 37°C cultivation, Alu RNA production was the highest; pET-Alu x 8 plasmid was transformed into 
three kinds of BL-21 cells, including DE3, BMBL21-DE3-pLysS (pLysS) and Trans BL 21 (TransBL ) the 
results showed that Alu RNA production was the highest when using pET-Alu x 8 DE3. Conclusion; The 
preparation technology of genetically engineered humanized Alu RNA was established. The highest production of 
Alu RNA can be obtained based on the following conditions; pET-Alu x 14 plasmid was transformed into DE3 
bacteria; the transformed bacteria were cultured at 37° to OD 1.0 at 600nm, and then were induced by 
0. 2mg/ml IPTG for 4 hours. Pure Alu RNA occupies 15.8% of extractive RNA and the mean yield of pure Alu 
RNA in 100ml bacteria solution is 0. 46mg. 
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